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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Thermostabile,photoinduzierbjar redoxaktive Einheit zur elektrochemischen Detektion von 
Nukleinsaure-Oligomer-Hybridisierungsereignissen 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft ein Nukleinsaure-Oli- 
gomer, das durch chemische Bindung einer thermostabi- 
len, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit modifiziert ist. 
Dieses modifizierte Nukleinsaure-Oligomer kann in einem 
Verfahren zur elektrochemischen Detektion von sequenz- 
spezifischen Nukleinsaure-Oligomer-Hybridisierungser- 
eigntssen verwendet werden. Das modifizierte Nuklein- 
saure-Oligomer wird mit einem Ende an eine leitfahige 
Oberflache gebunden und tragt am anderen, freien Ende 
die thermostabile, photoinduzierbar redoxaktive Einheit. 
Durch Behandlung mit der zu untersuchenden Oligonu- 
kleotid-Losung (Target) wird ein Teil der Einzelstrang-Oli- 
gonukleotide hybridisiert, wodurch die ursprunglich nicht 
oder nur schwach vorhandene elektrische Kommunikati- 
i on zwischen der leitfahigen Oberflache und der thermo- . 
, stabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit erhoht 
i wird. Somit wird die Detektion eines Hybridisierungser- 
eignisses durch elektrochemische Verfahren wie Voltame- 
trie, Amperometrie oder Leitfahigkeitsmessung ermog- 
iicht. 
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Beschreibung 
Technisches Gebiet 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Nukleinsaure-Oligomer, das durch chemische Bindung einer thermostabilen, 
photoinduzierbar redoxaktiven Einheit modifiziert ist. 
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In der WO 00/42217 wird ein Verfahren zur elektrochemischen Detektion von sequenzspezifischen Nukleinsaureoh- 
gomerhybridisierungsereignissen beschrieben, bei dem der Unterschied der Leitfahigkeit von Einzelstrang-Nukle.n- 
saure-Oligomer und Doppelstrang-Nukleinsaure-Oligomer das entscheidende Kriterium fur die Detektion eines Hybn- 
disierunglereignisses d^rsteUt. Bei geeigneter Anordnung des Nukleinsaure-Oligomers als Teil einer elektrochemischen 
Zelle kann der Leitfahigkeitsunterschied als "molekularer Schalter" innerhalb eines ansonsten geschlossenen Stromkrei- 
15 ses verwendet werden. Im nicht-hybridisierten Zustand (als Einzelstrang) fungiert das Nukleinsaure-Obgomer als offe- . 
ner Schalter, bei Hybridisierung mit dem komplementaren Gegenstrang ist der Schalter gwcbJossen 

Eine molekulare Anordnung zur Detektion von Hybridisierungsereignissen gemaB der WO 00/42217 ist in Fig. 1 dar- 
gestellt. Die Sonden-Oligonukleotide der einzelnen Test-Sites (dots mit Sonden-OUgonukleohden identischer Sequenz) 
find auf einer Elektrode immobibsiert, am freien Ende der Sonden-Oligonukleotide wird eine "Redox-Einheit als blek- 
20 tromarkierung kovalent an die Sonden-Oligonukleotide gebunden. AI , ..a".„;^ 

DieRedox-Einheit(Elektromarlderung),z.B.em^^ A wird 

extern durch Licht zur Ladungstrennung angeregt. Dabei wird ein Elektron vom Donor auf den Akzeptor ubertragen und 
es entsteht ein ladungsgetrennter Zustand D + A" ("+ -" in Fig. 1). Die Leitfahigkeit des hybndisierte n Sonden-Ohgonu- 
kleotids ist hoch, d. h. ein Elektron kann, bei geeignetem Elektrodenpotential von A" auf die Elektrode ubertragen und 
detektiert werden. Bei Gegenwart eines loslichen Reduktionsmittels X", das D + zu D reduziert, wird die Redox-Einheit in 
den Zustand vor Lichtab sorption versetzt. Weitere Lichtabsorption starlet den Zyklus emeut und erzeugt einen deuth- 
chen Strom (Fall A). Die Leitfahigkeit des Sonden-Obgonukleotids ohne komplementares Target ist dagegen genng^as 
Elektron kann nicht von A" auf die Elektrode ubertragen werden, der Zyklus ist unterbrochen, es flieBt kein Strom (Fall 

B Es liegen also sozusagen zwei Schalter im Stromkreis vor. Den ersten Schalter stellt die Elektromarkierung dar, der 
durch Lichteinstrahlung geschlossen werden kann. Der zweite Schalter ist durch das Sonden-Ohgonukleotid verwirk- 
licht und wird durch Hybridisierung mit dem passenden Target geschlossen. Nur wenn beide Schalter geschlossen sind, 
flieBt Strom. Diese Combination ermoglicht. es, die einzelnen Test-Sites optisch zu adressieren und elektnsch auszulesen. 
Nur die Test-Sites, bei denen z. B. iiber eine Laser-Anregung der erste Schalter geschlossen ist, werden angesprochen 
(adressiert) und Hybridisierungsereignisse (geschlossener zweiter Schalter) im beleuchteten Segment registnert. bo g- 
lich sind keine einzeln adressierbaren Mikroelektroden fur die jeweiligen Test-Sites notwendig, sondem es konnen alle 
Test-Sites auf einer durchgangigen, elektrisch leitenden Oberflache aufgebracht werden. 

GemaB der WO 00/42217 wird z. B. Thiol-modifizierte ss-DNA iiber self-assambled monolayer (SAM) auf Goldober- 
flachen kovalent immobilisiert (Ausbildung von Au-S-Oligo auf 100 nm Gold (111) auf Muskovit). Die ss-DNA tragi am 
40 freien Ende eine Amino-Gruppe iiber die eine "regenerierbare, bchtadressierbare Elektronenpumpe gebunden wird. Als 
"regenerierbare, bchtadressierbare Elektronenpumpe" kann ein photosynthetisches Reaktionszentrum (RC), z. B. dasje- 
nige der Purpurbakterien von Rb. sphaeroides, verwendet werden. Solche RCs bestehen im Wesenthchen aus Proteinma- 
trix eingebettetem Elektrondonor P und eingebettetem Elektronakzeptor Q. Durch Lichtinduktion kommt es zur La- 
dunestrennung P^Q", wobei P+ z. B. durch losbches externes Cytochrom rereduziert werden kann (somit entspncht RC 
45 der Redoxeinheit und Cytochrom dem X" in Fig. 1). Durch die Absorption von Licht zur photoinduzierten Ladungstren- 
nung wird dem System PQ zusatzliche Energie bereit gestellt, die dazu ausreicht, dass Q" leichter reduziert wird als Cy- 
tochrom, womit eine interferierende Reaktion des Cytochroms an der Elektrode ausgeschlossen ist. Das Reaktionszen- 
trum kann in einer einfachen Manipulation in die beiden Bestahdteile Q und Q-freie RCs zerlegt werden Danut ist die 
Anbindung der RC-Einheit an die immobilisierte ss-DNA in zwei einfachen Schritten durchzufuhren: Anbindung des 
Chinons und Rekonstitution des Q-freien RC-Komplexes an das angebundene Chinon. Die RCs bieten eiruge inherente 
Vorteile- Zum einen liegt die Quantenausbeute der photoinduzierten Ladungstrennung (Effizienz des Schalters ems) bei 
mehr als 99% (Wraight et al., Biochimica Biophvsica Acta (1974), 333, 246-260), zum anderen sind die an der photoin- 
duzierten Ladungstrennung beteibgten Kofaktoren in eine Proteinmatrix eingebettet, die elektnsch isoberend wirkt . wo- 
mit auch bei direktem Kontaktdes RCs mit der Elektrode ein "Kurzschluss" (Elektrontransfer von Q" direkt auf die Elek- 
trode ohne den "Umweg" uber die DNA) verhindert wird. Daneben sind die "Schaltzeiten" enorm kurz (photoinduzierte 
Ladungstrennung zu I^Q" innerhalb von 100 ps, die Rereduktion des P+ durch Cytochrom in ca. 1 ps) und das System ist 
"naturlicherweise" dazu geeignet, nahezu bebebig viele photoinduzierte Elektrontransfer-Zyklen zu durchlauten 

Diese amperometrische Detektion gemaB WO 00/42217 bietet mehrere Vorteile: Sie ist apparativ wenig aufwendig 
und damit weniger kostenintensiv als z. B. ein Fluoreszenzbasiertes Ausleseprinzip. Unspezifische Adsorption von lar- 
eet-Oligonukleotiden, die bei der Fluoreszenz-basierten Detektion groBe Probleme verursachen, spielen nahezu keine 
Rolle und eventuell auflretender unspezifischer Untergrund-Strom kann durch Messung des Differenzsignals aus Strom 
bei Beleuchtung und Strom ohne Beleuchtung eliminiert werden, wodurch der Einfluss anderer Zellbestandteile unter- 
driickt werden kann und eine vorherige Isolierung der DNA bzw. RNA entfallt. , A 

Bekannt ist auch, dass die Hybridisierungsbedingungen uber die Kombination aus iibbcher Temperaturmodulation 
und Elektrostringenz optimiert werden konnen. Ein schnellerer und spezifischerer Hybridisierungsvorgang wird erreicht, 
wenn neben der Temperatur auch das Elektrodenpotential modubert wird, urn das poly-anionische Komplement des 5>on- 
den-Oligonukleotids, das aufgrund von Basenfehlpaarungen weniger stark gebunden ist, zu dehybndisieren Basentenl- 
paarungen konnen in situ erkannt werden, da das Elektrodenpotential, das zum Elektrontransfer uber ds-DNA mil emer 

2 BEST AVAILABLE COPY 



50 



55 



60 



DE 100 49 527 A 1 

Basenfehlpaarung not^^fe" ist gegenuber der Situation einer perfekt hybridisiei^^M-DNA deutlich erhoht ist (Hart- 
wich et al„ Journal of^^merican Chemical Society (1999), 121, 10803-l0812^re Fluoreszenz-basierte Detektion 
dagegen ist beziiglich Basenfehlpaarungen voliig unsensitiv. 

Fur eine stringente Hybridisierung zwischen Sonden und Target-Oligonukleotid, i. e. zum Ausschluss von Hybriden 
bei denen das an die Sonde hybridisierte Nukleinsaure-Oligomer eine oder rnehrere nicht- komplementare Basen umfasst, 
/ ist es im Allgemeinen notwendig den Hybridisieruhgsvorgang iiber rnehrere Stunden wenige Grad unter der nach Bolton 
and McCarthy (1962) berechneten Schmelztemperatur fiir das Hybrid aus Sonden- und Target-Oligonukleotid stattfinden 
zu lassen oder Temperaturzyklen zu fahren, bei denen die Temperatur im Intervall zwischen Raumternperatur und einem 
Hochtemperaturlimit Th, das wenige Grad unter der berechneten Schmelztemperatur fur das Hybrid aus Sonden- und 
Target-Oligonukleotid liegt, variiert wird. 

Die in der WO 00/42217 vorgeschlagene Verwendung von photosynthetischen Reaktionszentren, wie z. B . derjenigen 
der Purpurbakterien von Rb. sphaeroides, als Elektromarkierung zur Detektion von Nukleinsaure-OUgomer-Hybridisie- 
rungsereignissen weist den Nachteil auf, dass die thermische Stabilitat dieser Protein-Pigment-Komplexe nicht all zu 
hoch ist. Insbesondere kann es vorkommen, dass beim Hybridisieriingsvorgang ein Teil der thermolabilen Reaktionszen- 
tren zerstort wird. 

Darstellung der Erfindung 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, modifizierte Nukleinsaure- Oligomere bereitzustellen, die zur De- 
tektion von Nukleinsaure-Oligomer- Hybriden verwendet werden konnen.und die die Nachteile des Standes der Technik 
nicht aufweisen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch das modifizierte Nukleinsaure-Oligomer gemaB unabhangigem Patentan- 
spruch 1 und dessen Verwendung gemaB unabhangigem Anspruch 11 gelost. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden die folgenden Abkiirzungen und Begriffe benutzt: 
DNA = Desoxyribonukleirisaure. 1 
RNA = Ribonukleinsaure 

PNA = Peptidnukleinsaure (synthetische DNA oder RNA, bei der die Zucker-Phosphat Einheit durch eine Aminosaure 
ersetzt ist. Bei Ersatz der Zucker-Phosphat Einheit durch die -NH-(CH2)2-(N(COCH 2 -Base)-CH 2 CO- Einheit hybridi- 
siertPNAmitDNA.) 

A = Adenin , r 
G = Guanin . } 
, C = Cytosin 

T = Thymin . ' . 

U = Uracil ' 
Base = A, G, T, C oder U 

Bp = Basenpaar * 

Nukleinsaure = wenigstens zwei kovalent verbundene Nukleotide oder wenigstens zwei kovalent verbundene Pyrimidin- 
(z. B. Cytosin, Thymin oder Uracil) oder Purin-Basen (z. B. Adenin oder Guanin). Der Begriff Nukleinsaure bezieht sich 
auf ein beliebiges "Ruckgrat" der kovalent verbundenen Pyrimidin- oder Purin-Basen, wie z. B, auf das Zucker-Phosphat 
Ruckgrat der DNA, cDNA oder RNA, auf ein Peptid-Ruckgrat der PNA oder auf analoge Strukturen (z. B. Phosphora- 
mid-, Thio-Phosphat- oder Dithio-Phosphat-Riickgrat). Wesentliches Merkmal einer Nukleinsaure im Sinne der vorlie- 
genden Erfindung ist, dass sie naturlich vorkommende cDNA oder RNA sequenzspezifisch binden kann. 
Nukleinsaure-Oligomer = Nukleinsaure nicht naher spezifizierter Basenlange (z. B. Nukleinsaure-Oktamer: eine Nukle- 
insaure mit beliebigem Ruckgrat, bei dem 8 Pyrimidin- und/oder Purin-Basen kovalent aneinander, gebunden sind). 
Oligomer = Aquivalent zu Nukleinsaure-Oligomer. 

Oligonukleoud = Aquivalent zu Oligomer oder Nukleinsaure-Oligomer, also z. B. ein DNA-, PNA- oder RNA-Fragment 
. nicht naher spezifizierter Basenlange. 

Oligo = Abkurzung fiir Oligonukleotid. « 
Mismatch = Zur Ausbildung der Watson Crick Struktur doppelstrangiger Oligonukleotide hybridisieren die beiden Ein- 
zelstrange derart, dass die Base A (bzw. C) des einen Strangs mit der Base T (bzw. G) des anderen Strangs Wasserstoff- 
briickeri ausbildet (bei RNA ist T durch Uracil ersetzt). Jede andere Basenpaarung bildet keine Wasserstoffbriicken aus, 
verzerrt die Struktur und wird als "Mismatch" bezeichnet. 
ss = single strand (Einzelstrang) 
ds = double strand (Doppelstrang) 

Elektron-Donor = Der Begriff Elektron-Donor bezeichnet im Rahmen der vorliegenden Erfindung einen Bestandteil der 
thermostabilen, photoinduzierbar redoxakuven Einheit. Bei einem Elektron-Donor handelt es sich um ein Molekul, das 
unmittelbar oder nach Einwirkung bestimmter auflerer Umstande ein Elektron an einen Elektron-Akzeptor transferieren 
kann. Ein solcher aufierer Umstand ist z. B. die Lichtabsorptiqn durch den Elektron-Donor oder -Akzeptor einer thermo- 
stabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit. Durch Einstrahlung von Licht bestimmter oder beliebiger Wellenlange 
gibt der Elektron-Donor "D" an den/einen Elektron-Akzeptor "A" ein Elektron ab und es bildet sich, zumindest temporar, 
ein ladungsgetrennter Zustand D + A" aus oxidiertem Donor und reduziertem Akzeptor. Die Fahigkeit als Elektron-Donor 
oder -Akzeptor zu wirken ist relativ, d. h. ein Molekul, das unmittelbar oder nach Einwirkung bestimmter auBerer Um- 
stande gegenuber einem anderen Molekul als Elektron-Donor wirkt kann gegenuber diesem Molekul unter abweichen- 
den experimenteilen Bedingungen oder gegenuber einem dritten Molekul unter gleichen oder abweichenden experirnen- 
tellen Bedingungen auch als Elektron-Akzeptor wirken. 

Elekron- Akzeptor = Der Begriff Elektron-Akzeptor bezeichnet im Rahmen der vorliegenden Erfindung einen Bestand- 
teil der thermostabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit. Bei einem Elektron-Akzeptor handelt es sich um ein Mo- 
lekul, das unmittelbar oder nach Einwirkung bestimmter auBerer Umstande ein Elektron von einem Elektron-Donor auf- 
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Molekiileumfasst. cwanTl die durch Aufnahme von Elektronen aus einer anderen 

Oxidauonsn*ttel=chenuscte^^ andere chem ische Verb.n- 

chemischen Verbindung (chemischen Substanz Hektron^mo Hetan Akzegor) ^ ^ m 
dung (chemischen Substanz, Elektron-Donor, Hektron-Akzeptor) oxidiert einen extemen> nicht un mit- 

ebem Elektron-Akzeptor, wird aber im Rahmen der ^^^^£^lL P tor verwendet. Nicht unmit- 
telbar zur thermostabilen, photoinduzierbar f»f^S£SSSiS^ freie redoxaktive Substanz ist, die 
telbar bedeutet in diesem Zusammenhang, dass das OxidaU onsmUtel entweoe r Oxidationsmittel to- 

kann die Elektrode das Oxidationsmittel darsteUen. d h Ab be von Elektronen an eine andere che- 

Reduktionsmittel = chemische Verbindung ^emischei^«to^^d^Ag chem ische Verbindung 

niische Verbindung (chemische Substanz E ^toon-Donor Eletoon Akzeptog ^ ^ ^ analog 

(chemischen Substanz, Elektron-Donor, Elektr on -^P^> r ^ U ^ nicht unmittelbar 

nem Elektron-Donor, wird aber im Rahmen der vor ^^^^^^^ verwendet. Nicht unmittelbar be- 

zur thermostabilen, photoinduzierbar ^^^^^^^^ redoxaktive Substanz ist, die nicht an 
deutet in diesem Zusammenhang, dass das Reduk i°«tel en ~ dass das Redukt ionsmittel kovalent an 

trode das Reduktionsmittel darstellen. „„ I ^ w p; ffen schaft erst durch Einstrahlen von Lichtbesttmm- 

photoinduzierbar = photoinduzierbar bedeutet, photoinduzierbar redoxaktive Einheit 

ler Oder beliebiger Wellenlange entfaltet wird. So entfalte z. B ^™ . nnerhalb der thermostabilen, photoin- 

ihre Redoxaktivitat, also ihre Eigenschaft, unter bes « n ^ D^A" auszubilden, und an 

duzierbar redoxaktiven Einheit eine Eadungstrennung durchzufuhren also z_ ^ igtleten Reduktionsmittel 

ein anderes geeignetes Oxidationsmittel Elektronen g^g^XIS^^nW- 
Elektronen aufzunehmen, erst durch Einsttahlen von ^^^."^bestimmten auBeren Umstanden an ein geeigne- 
redoxaktiv = redoxaktiv bezeichnet die Eigensch^ 

tes Oxidationsmittel Elektronen abzugeben oder von e nem 8^ g n « e " ^ { geeignetenElektron-Akzep- 

dTeEigenschafteinerredoxaktivenSubstanzun^rb^ 

tor Elektronen abzugeben oder von einem ge eigne en photoinduzierb ar redoxaktiven Einheit, dem 

45 freie, redoxaktive Substanz = freies mcht kovalent mit ^^^^f^^ z . B . uber die der modifizierten leit- 
Nukleinsaure-Oligomer oder der leitfahigen 0be J?- h ^^ wobei die freie redox- 

fahigen Oberflache zugefugte Wsung, in Kon takt stehendes Oxidations Oder* ^ ^ ^ 

aktive Substanz z. B. ein ungeladenes Molekul eine ^^J^^^^ ^ sie den oxidierten Donor (bzw. 

L„e„^^ 

55 a„ngsWeleoxidiert(bz W .reduzie rt )^ 

nischen und anorganischen ^^^^^S^^SL Cytochrom c (cyt c)* eine Gruppe fre. 
nen,vorallem die Ascorbinsaure (oder das Na Salz davon), lKu^n 3 ;6J 

beweglichereisenhaltigerProteine. me hrere Elektron-Donor-Molekiile und ein 

theiabile, photoinduzierbar redoxakU^ 
60 oder mehrere Elektron-Akzeptor-Molekule enthalt, wobei lieses tmese; Elektron-Donor(en) 
(diese) Elektron-Akzeptor-Molekul(e) in em ^ r ^jJ™^jSSS oder ionische Bindungen, durch 
und Elektron- Akzeptor(en) konnen unteremand er dure ^"^^Ssdwirkung oder durch Koordmation mittels 
WasserstofF-Briicken-Bindungen, von der-WaaU ;B™ten K Wecteei g Verbindunge n direkte oder in- 
Elektronenpaar-Donation und -Akzeptation ^^g^o^^^indungen sein konnen. Daneben kon- 
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gen, Wasserstoff-Bru^^fcindungen, von der-Waals-Briicken, 7i-7t-Wechselwir^^»der durch Koordi nation mittels 
Elektronenpaar-Dona^^pnd -Akzeptation zwischen dem(n) Makromolekul(en^md dem(n) Elektron-Donor-Mole- 
kiil(en) und/oder dem(nyElektron-Akzeptor-Molekul(en) verbunden sein. Sind mehrere Makromolekule Bestandteil der 
thermostabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit, so kann die Bindung der Makromolekule untereinander eben- 
falls kovalent, ionisch, durch Wasserstoff-Briicken-Bindungen, von der-Waals-Briicken, Tt-TC-Wechselwirkung oder 
durch Koordination mittels Elektronenpaar-Donation und -Akzeptation erfolgen. Wesentliche Merkmale der thermosta- 
bilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheiten sind neben der Thermostability und der Zusammensetzung aus Elek- 
tron-Donor(en). und Elektron- Akzeptor(en) oder aus Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) und Makromole- 
kiil(en): (i) die Einheit ist in den Erscheinungsformen "Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) im urspriingli- 
chen bzw. oxidierten oder reduzierten Zustand" stabil und dissoziiert nicht in ihre Bestandteile, (ii) Elektron-Donor(en) 
und Elektron-Akzeptor(en) sind nicht uber Nukleinsauren miteinander verbunden und (iii) die Zusammensetzung der 
Einheit aus Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) oder aus Elektron-Donor(en) und Elektron- Akzeptor (en) 
und Makromolekul(en) kann - unabhangig von der Bindung zwischen den Bestandteilen - vom Fachmann erkannt wer- 
den, da die Bestandteile prinzipiell auch als Einzelmolekiile vorkommen. Die thermostabile, photoinduzierbar redoxak- 
tive Einheit kann z. B. jedes bebebige thermostabile, photoinduzierbar redoxaktive Protein/Enzym sein. Durch Einstrah- 
lung von Licht bestimmter oder beliebiger Wellenlange gibt der/ein Elektron-Donor an einen der Elektron- Akzeptoren 
ein Elektron ab und es bildet sich, zumindest temporar, ein ladungsgetrennter Zustand D^A" aus einem oxidierten Donor 
und einem reduzierten Akzeptor. Dieser Vorgang innerhalb der thermostabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheiten 
wird als photoinduzierte Ladungstrennung bezeichnet. Bei entsprechend gewahlten auBeren Umstanden entfaltet die 
thermostabile, photoinduzierbar redoxaktive Einheit ihre Redoxaktivitat, also ihre Eigenschaft, an einen geeignetes Oxi- 
dationsmittel Elektronen abzugeben oder von einem geeigneten Reduktionsmittel Elektronen aufzunehmen, erst im la- 
dungsgetrennten Zustand, da das Reduktionsmittel (bzw. Oxidationsmittel) nur auf deh oxidierten Donor (bzw. vom re- 
duzierten Akzeptor) der thermostabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit Elektronen ubertragt (bzw. aufnimmt), 
z. B. in Gegenwart eines Reduktionsmittels, das D + , jedoch nicht D, reduzieren kann (bzw. in Gegenwart eines Oxidati- 
onsmittels das A" jedoch nicht A, oxidieren kann). Insbesondere kann dieses Oxidations- bzw. Reduktionsmittel auch 
eine Elektrode sein, wobei die thermostabile, photoinduzierbar redoxaktive Einheit erst nach der photoinduzierten La- 
dungstrennung ein Elektron an eine Elektrode abgeben (bzw. von dieser aufnehmen) kann, z. B. wenn die Elektrode auf 
ein Potential gesetzt wird, bei dem A~ jedoch nicht A, oxidiert (bzw. D + , jedoch nicht D, reduziert) wird. Wird als ther- 
mostabile, photoinduzierbar redoxaktive Einheit ein thermostabiles photosynthetisches Reaktionszentrum verwendet, so 
handelt es sich im Ailgemeinen um einen sogenannten Pigment/Protein-Komplex aus Apoprotein mit mehreren Proteih- 
untereinheiten und mehreren Cofaktoren (im Beispiel RC sogenannte Pigmente). In solchen Pigment/Protein-Komple- 
xen spielen sich die ersten Schritte der lichtgetriebenen Ladungstrennung der bakteriellen oder pflanzlichen Photosyn- 
these ab. Das RC der Photosynthese betreibenden Bakterieri des Stammes Rhodobacter sphaeroides z. B. (vgl. Struktur 
1) besteht aus drei Protein-Untereinheiten und acht Cofaktoren (Pigmenten). Die Cofaktoren, ein Bakteriochlorophyll- 
Dimer P, zwei Bakteriochlorophyll-Monomere Ba und Bb, zwei Bakteriopheophytin-Monomere H A und Hb und.zwei 
Ubichinon-50 (UQ) Molekule Qa und Qb, sind in den jeweiligen Proteih-Bindungstaschen (also der P-, B A - etc. Bin- 
dungstasche) lokalisiert 

thermostabiles, photoinduzierbar redoxaktives Protein/Enzym = besteht in der Regel aus sogenanntem Apoprotein und 
Cofaktoren, den Elektron-Donor(en) und ElektrpnAkzeptor(en) im Sinne der vorliegenden Erfindung. Die photoindu- 
zierte Ladungstrennung innerhalb des thermostabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Proteins/Enzyrns wird durch Licht 
bestimmter oder beliebiger Wellenlange ausgelost. So sind zum Beispiel im photosynthetischen Reaktionszentrum (re- 
action center, RC) als Cofaktoren ein primarer Elektron-Donor P und mehrere verschiedene Elektron-Akzeptoren A, dar- 
unter auch Quinon-Cofaktor(en) Q, in eine Proteinmatrix eingebettet und bilderi so eine "polymolekulare" Einheit (vgl. 
Struktur 1). Die Einbettung erfolgt in diesem Fall durch Einkapselung der Cofaktoren in passende Kavitaten, sogenannte 
Bindungstaschen der Proteinmatrix aus mehreren Protein-Untereinheiten. Sowohl die Protein-Untereinheiten als auch 
die Einkapselung der Cofaktoren in die Proteinmatrix ist im Fall einiger naturlich vorkommender RCs durch nichtkova- 
lente Bindungen realisiert. Bei Lichteinstrahlung geeigneter Wellenlange gibt der primare Donor ein Elektron an einen 
der Elektron-Akzeptoren ab und es bildet sich, zumindest temporar, aus den anfanglich neutralen Cofaktoren ein la- 
dungsgetrennter RC-Zustand P + A~ insbesondere auch der Zustand P + Q~. 
RC = Reaktionszentrum. 

Q A -Protein-Bindungstasche = Proteinbindungstasche bzw. Proteinumgebung, in der sich der Chinon-Cofaktor Qa befin- 
det. In RC von z. B. Rhodobacter sphaeroides ist der Chinon-Cofaktor Qa ein Ubichinon-50 (vgl. Struktur 1), ebenso bei 
den RC aus Chrornatien; bei RC aus den Chloroflexaceae ist das Chinon der QA-Protein-Bindungstasche ein Menachi- 
non. 

Q A -Bindungstasche = QA-Protein-Bindungstasche 
Q = allgemein fur Chinon (engl. Quinone). 

UQ = Ubichinon-50, RC-Cofaktor und temporarer Elektron- Akzeptor z. B. im RC der Photosynthese betreibenden Bak- 
terien aus z. B. Rhodobacter sphaeroides oder Rhodopseudomonas viridis. 

MQ = Menachinon; RC-Cofaktor und temporarer Elektron-Akzeptor z. B. im RC der photosynthese betreibenden Bak- 
terien aus Chloroflexaceae wie Chloroflexus aurantiacus. 

(cyt c) 2+ = reduzierte Form des Cytochrom c, ein frei bewegliches Ham-Protein, das in der bakteriellen Photosynthese in 

Rhodobacter sphaeroides den oxidierten primaren Donor P 4 " zu P reduziert; 

Beispiel fur eine redoxaktive Substanz. 

EDTA = Ethylendiamin-Tetraacetat (Natriumsalz) 

sulfo-NHS = N-Hydroxysulfosuccinimid 

EDC = (3-Dimethylaminopropyl)-carbodumid 

HEPES = N-tZ-Hyaroxyethynpiperazin-Isr-tl-ethansulfonsaure] 

Tris = Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
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Linker = molekulare Verb.nd u^schen zwei Moiekulen bzw. zwischen einem Oberfl Aom Obe ^chenmole- 
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STr SS SnS-oUgo = Nukleinsaure-Oligomer, an das n Disulfidfunktionen uber jeweils einen Spacer angebunden 

^2&^*<^i^» D " l,,, * to,l, ™ u *''" ! * 

biee Kettenlange zwischen 1 und 14 und diese Spacer wiederum an verschiedene naturhch am Nuklemsaure ungo 
vorLnS odfr ^diese durch Modifikation angebrachte reaktive Gruppen gebunden sem konnen. 

fem^B^^ 

gruppe des Oligonukleotids am 3' Ende mit (HO-(CH 2 ) 2 -S) 2 zum p - 0 -( C H^- S -<^J O ^^™' ™ 5 ,. Ende 
lining honJytisch gespalten wird .ndje eine Au£B ^ggjg ^^SSSSSS^^TSi" 

(bzw Menachinon l0> 2-Me t hyl-3-(deca-Isoprenyl)-l,4-Naphtochmon) verbunden ist. AnschheBend w,rd das My mU 
A^-WT^^^UW - Au-S-CCH^-ss-oligo-Spacer-MQ^C) hybridisiert mit dem zu ss-oligo (Se- 
quenz: TAGTCGGAAGCA) komplementaren Ohgomikleotid. 
F = ElektrodenpotentiaL das an der Arbeitselektrode anhegt. 

i 0 = Potential beim Strom-Maximum der Oxidation einer reversiblen Elektrooxrdatxon oder -reduktron. 

• 'ISfSS^SS S° S^SSSr^dv. Ud. wild im Rah„«„ d„ -U^-d™.^ 
heiten ihre Eigenschaft, photoinduzierte Ladungstrennung auszufuhren, beibehalten. 
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Die Verwendung Ufl^frtabiler. photoinduzierbar redoxaktiver Einheuen als ^^Bomarkierung zur Detektion von 
Nukleinsaure-Oligom^^iridisierungsereignissen bietet den Vorteil, dass die H^^raisierung bei hoheren Temperatu- 
ren oder - bei Temperaturzyklen - bei hoheren Hochtemperaturlimits T h stattfinden kann und sornit die fur eine strin- 
gente Hybridisierung zwischen Sonden und Target-Oligonukleoud notwendigen Temperaturbedingungen auch an lan- 
gerkettige (Sonden-) Nukleinsaureoligomere angepasst werden konnen. 

ErfindungsgemaB weist die thermostabile, photoinduzierbar, redox aktive Einheit eine thermische Stabilitat bis zu einer 
Temperatur von wenigstens 40°C auf. GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich um eine thermosta- 
bile, photoinduzierbar redoxaktive Einheit rhit einer thermischen Stabilitat bis zu'einer Temperatur von wenigstens 50°C, 
ganz besonders bevorzugt bis zu einer Temperatur von wenigstens 60°C. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung handelt es sich bei der thermostabilen, pho- 
toinduzierbar redoxaktiven Einheit um ein thermostabiles, photoinduzierbar redoxaktives Protein oder Enzym. 

Ganz besonders bevorzugt ist eine Ausfuhrungsform, bei der als thermostabile, photoinduzierbar redoxaktive Einheit 
ein thermostabiles, photosynthetisches Reaktionszentrum verwendet wird, wobei insbesondere ein thermostabiles, pho- 
tosynthetisches bakterielles Reakiionszentrum bevorzugt wird. * 

Besonders giinstige Eigenschaften weisen das Reaktionszentrum der Chloroflexaceae, insbesondere das Reaktions- 
zentrum aus Ghloroflexus aurantiacus, sowie das Reaktionszentrum der Chromatiaceae, insbesondere das Reaktionszen- 
trum aus Chromatium tepidum, auf, wobei es sich hierbei in jedem Fall um thermostabile, photosynthetische bakterielle 
Reaktionszentren handelt. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auBerdem die Verwendung der erfindungsgemaBen modifizierten Nukleinsaure- 
Oligomere in einem Verfahren zur elektrochemischen Detektion von Nukleinsaure-Oligomer-Hybridisierungsereignis- 
• sen, bei dem die Detektion bevorzugt cyclovoltametrisch, amperometrisch oder durch Leitfahigkeitsmessung erfolgt. 
Struktur 1: Reaktionszentrum bestehend aus den Cofaktoren P (primarer Donor, ein Bakteriochlorophyll Dimer), B A 
und B B (Bakteriochlorophyll Monomere), H A und H B (Bakteriopheophytine), Qa und Qb (Ubichinon-50) -und den Pro- 
teinuntereinheiten L, M, und H (nicht gezeigt), die die Cofaktoren einhuilen. 
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Die thermostabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheiten konnen nach photoinduzierter Abgabe eines Elektrons 
an ein externes Oxidationsmittel, z. B. eine Elektrode, oder Aufnahme eines Elektrons von einem externen Reduktions- 
mittel; z. B. einer Elektrode, durch eine freie redoxaktive Substanz rereduziert bzw. reoxidiert, also in ihren urspriingli- 
chen Zustand zuruckversetzt werden. * 

Als Nukleinsaure-Oligomer wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine Verbindung aus wenigstens zwei kova- 
lent verbundenen Nukleotiden oder aus wenigstens zwei kovalent verbundenen Pyrimidin- (z. B. Cytosin, Thymin oder 
Uracil) und/oder Purin-Basen (z. B. Adenin oder Guanin), bevorzugt ein DNA-, RNA- oder PNA-Fragment, verwendet. 
In der vorliegenden Erfindung bezieht sich der BegriffNukieinsaure auf ein beliebiges "Riickgrat" der kovalent verbun- 
denen Pyrimidin- oder Purin-Basen, wie z. B. auf das Zucker-Phosphat Ruckgrat der DNA, cDNA oder RNA, auf ein 
Peptid-Ruckgrat der PNA oder auf analoge Ruckgrat-Strukturen^ wie z.B. ein Thio-Phosphat-, ein Dithio-Phosphat- 
oder ein Phosphoramid-Ruckgrat. Wesentliches Merkmal einer Nukleinsaure ist es, dass sie naturlich vorkommende 
cDNA oder RNA sequenzspezifisch binden kann. Alternativ zu dem Begriff "Nukleinsaure-Oligomer" werden die Be- 
griffe "(Sonden-) Oligonukleotid", "Nukleinsaure" oder "Oligomer" verwendet. 

"Photoinduzierbar" heiBt im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass die Redoxaktivitat der thermostabilen, pho- 
toinduzierbar redoxakuven Einheit, also deren Eigenschaft unter bestimmten auBeren Umstanden an ein geeignetes Oxi- 
dationsmittel Elektronen abzugeben oder von einem geeigneten Reduktionsmittel Elektronen aufzunehmen, erst durch 
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Einstrahlen von Lich, bestinj^r bdtabigcr mUenlange 

Oder beUebiger Wellenlange gibt der Etektron-Donor ^-~^JJ^£K5»d eduziertem Akzeptor. 
bildet sich, zumindest temporar, ein ladungsgetrennter Zustand D A "^J^^riL photoinduzierte Ladungs- 

ven Einheit Elektronen ubertragen kann (bzw. aufaehmen « z B n ^ D reduzie ' ren kann) . 

VariantedenEinsatzvorOrt. r»i „„ mw r'hin tann aurch ein chotoadressierbares Ausle- 

Die Detektion von Hybridisierungsere lg nissen auf emem Oh o^ ta ^ fSgomer-Chip-) Auslese- 

tiven Einheit raumlich auf diese Test-Site (-Gruppe) fokussiert (begrenzt) wird. 

Bindung einer thermostabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit an ein Nukleinsaure-Oligomer 

saure-Oligomer angewendet werden. 

Die leitfahige Oberflache 

Das modihzierte Nukieinsaure-Oligomer ist direkt oder indirekt Xttber ^^j^ 
bunden. Unter dem Begriff leitfahige Oberflache" ^^^^g^^^f^ Zink, Koh- 
den, insbesondere Oberflachen aus^Metall wie z. B^Platm, P ^^^S^a^lLallegieiungen, sowie dotierte 

toH™»to d« G^ppen 11, 13 u»d 16 ode, to El— *r 0™pto '2, B J-Ml »™»«' n ^™ 985 Die 

55 tiv zu "leitfahige Oberflache" gebraucht. 

Bindung eines Nukleinsaure-Oligomers an die leitfahige Oberflache 

Bindung kann auf drei verschiedene Arten durchgeruhrt werden: 

angebundenen Spacer beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange rmt einer reaKUven urupp 
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sich die reaktive^^ke bevorzugt in der Nahe eines Endes des Nukleinsau^^Mgomers befindet. Bei den reakti- 
ven Gruppen hanHPR sich urn Gruppen, die direkt mit der unmodifizierten^^rflache reagieren konnen. Einzel- 
heiten der Bindung zwischen reaktiver Gruppe und unmodifizierter Oberflache konnen der WO 00/42217 entnom- 
rnen werden. 

c) Als reaktive Gruppe am Nukleinsaure-Oligomer werden die Phosphorsaure-, Thiol-, Zucker-C-3- Hydroxy-, 
Carbonsaure- oder Amin-Gruppen des Oligonukleotid-Riickgrats, insbesondere endstandige Gruppen, verwendet. 
Die notige Kopplungs- Gruppe zur kovalenten Anbindung an die Phosphorsaure-, Thiol-, Zucker-C-3 -Hydroxy-, 
Carbonsaure- oder Amin-Gruppe ist in diesem Fall ein Teil der Oberflachenderivatisierung rnit einer (monornoleku- 
laren) Schicht beliebiger Molekiillange, wie unter a) in diesem Abschnitt beschrieben, oder die Phosphorsaure-, 
Thiol-, Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe kann direkt mit der unmodifizierten Oberflache 
reagieren, wie unter b) in diesem Abschnitt beschrieben. Einzelheiten dieser Bindung an die leitfahige Oberflache 
konnen der WO 00/42217 entnommen werden. 

Die Bindung des Nukleinsaure-Oligomers an die leitfahige Oberflache kann voroder nach der Anbindung der thermo- 
stabiien, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit an das Nukleinsaure-Oligomer erfolgen. Im Falle eines thermostabilen, 
photoinduzierbar redoxaktiven Proteins/Enzyms aus Apoprotein und Cofaktor(en) kann statt der kompletten thermosta- 
bilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit auch nur das Apoprotein oder Cofaktor angebunden sein und die thermo- 
stabile, photoinduzierbar redoxaktive Einheit wird durch anschlieBende Rekonstitution mit den noch fehlenden Teilen 
i komplettiert. Alternativ kann die Bindung des Nukleinsaure-Oligomers an. die leitfahige Oberflache vor oder nach An- 
binden des rnit einer reaktiven Gruppe versehenen Spacers zur Bindung der thermostabilen, photoinduzierbar redoxakti- 
ven Einheit erfolgen. Die Bindung des bereits modifizierten Nukleinsaure-Oligomers an die leitfahige Oberflache, d. h. 
die Bindung an die Oberflache nach der Anbindung der thermostabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit an das 
Nukleinsaure-Oligomer bzw. nach der Anbindung von Teilen der thermostabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit 
oder nach Anbinden des mit einer reaktiven Gruppe versehenen Spacers zur Bindung der thermostabilen, photoinduzier- 
bar redoxaktiven Einheit, erfolgt ebenfalls wie unter a) bis c) in diesem Abschnitt beschrieben. 

Bei der Herstellung der Test-Sites muB bei der Anbindung der Einzelstrang-Nukleinsaure-Oligomere an die Oberfla- 
che darauf geachtet werden, daB zwischen den einzelnen Nukleinsaure-Oligomeren ein geniigend groBer Abstand ver- 
bleibt, urn zum einen den fur eine Hybridisierung mit dem Target-Nukleinsaure-Oligomer notigen Freiraum und zum an- 
deren den fur die Anbindung der thermostabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit notigen Freiraum zur Verfugung 
zu stellen. Dazu bieten sich insbesondere drei verschiedene Vorgehensweisen (und Kombinationen daraus) an: 

1 . Herstellung einer modifizierten Oberflache durch Anbindung eines hybridisierten Nukleinsaure-Oligomers, also 
eine Oberflachen-Derivatisierung mit hybridisiertern Probe-Nukleinsaure-Oligomer statt mit Einzelstrang-Probe- 
Oligonukleotid. Der zur Hybridisierung verwendete Nukleinsaure- Oligomer-Strang ist unmodifiziert (die Oberfla- 
chenanbindung wird durchgefuhrt wie unter a)-c) in diesem Abschnitt beschrieben). AnschlieBend wird der hybri- 
disierte Nukleinsaure-Oligomer-Doppelstrang thermisch dehybridisiert, wodurch eine mit Einzelstrang-Nuklein- 
saure-Oligomer modifizierte Oberflache mit groBerem Abstand zwischen den Probe-Nukleinsaure-Oligomeren her- 
gestellt wird. 

2. Herstellung einer modifizierten Oberflache durch Anbindung eines Einzelstrang- oder Doppelstrang-Nuklein- 
saure-Oligomers, wobei wahrend der Oberflachen-Derivatisierung mit Einzelstrang-Probe-Nukleinsaure-Oligomer 
ein geeigneter monofunktionaler Linker zugesetzt wird, der neben dem Einzelstrang- oder Doppelstrang-Nuklein- 
saure-Oligomer ebenfalls an die Oberflache gebunden wird (die Oberflachenanbindung wird durchgefuhrt wie unter 
a)-c) in diesem Abschnitt beschrieben). Der monofunktionale Linker hat eine Kettenlange, die der Kettenlange des- 
Spacers zwischen der Oberflache und dem Nukleinsaure-Oligomer identisch ist oder um maximal vier Kettenatome 
abweicht. Bei der Verwendung von Doppelstrang-Nukleinsaure-Oligomer gemeinsam mit geeignetem monofunk- 
tionalen Linker zur Oberflachen-Derivatisierung wird der Nukleinsaure-Oligomer-Doppelstrang nach der gemein- 
samen Anbindung des Doppelstrang- Nukleinsaure-Oligomers und des Linkers an die Oberflache thermisch dehy- 
bridisiert. 

3. Herstellung einer modifizierten Oberflache durch Anbindung eines Einzelstrang- oder Doppelstrang-Oligonu- 
kleotids, an das die thermostabile, photoinduzierbar redoxaktive Einheit bereits angebunden ist, wobei die thermo- 
stabile, photoinduzierbar redoxaktive Einheit einen Durchmesser von groBer als 30 A aufweist. Bei der Verwen- 
dung von Doppelstrang-Oligonukleotid wird der Oligonukleotid-Doppelstrang nach der Anbindung des Doppel- 
strang- Oligonukleotids an die Oberflache thermisch dehybridisiert. 

Verfahren zur elektrochemischen Detection von Nukleinsaure-Oligomer-Hybriden 

Vorteilhafterweise werden zur elektrochemischen Detektion von Nukleinsaure-Oligomer-Hybriden mehrere Sonden- 
Nukleinsaure-Oligomere unterschiedlicher Sequenz auf einem Oligomer (DNA) -Chip aufgebracht, um die Sequenz ei- 
nes beliebigen Target-Nukleinsaure-Oligomers oder einer (fragmentierten) Target-DNA zu detektieren bzw. um Mutatio- 
nen im Target aufzuspiiren und sequenzspezifisch nachzuweisen. Dazu werden auf einer leitfahigen Oberflache die Ober- 
flachenatome oder -molekiile eines definierten Bereichs (einer Test-Site) mit DNA-/RNA-/PNA-Nukleinsaure-01igome- 
ren bekannter, aber beliebiger Sequenz, wie oben beschrieben, verkniipft. Der DNA-Chip kann aber auch mit einem ein- 
zigen Sonden-Oligonukleotid derivatisiert werden. Als Sonden-Nukleinsaure-Oligomere werden Nukleinsaure-Oligo- 
mere (z. B. DNA-, RNA- oder PNA-Fragmente) der Basenlange 3 bis 50, bevorzugt der Lange 5 bis 30, besonders be- 
vorzugt der Lange 8 bis 25 verwendet. 

Es entsteht ein Oberflachen-Hybrid der allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-Einheit, wobei "Einheit" 
reprasentativ fur eine Elektromarkierung mit einer thermostabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit steht. Die Ver- 
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briickungen konnen natiirlich flLe Spacer odcr mit nur einem Spacer (Elek-ss-oligo-i^^Einheit bzw. Elek-Spa- 
'Tem^ 

Kontakt eebracht DabeL kommt es nur in dem Fall zur Hybridisierung, in dem die Losung Nukleinsaure-Ohgomer 
sSZ enS di zu den an die leitfahige Oberflache gebundenen Sonden-Nukleinsaure-Ohgomeren komplementa, 
oSunTnSin weiten Bere,chen kompLnentar sind. In Fig. 2 ist die Sequent der Elektron-Transfer-Schritte in Elek- 

s Tutr»^ 

SSchemiiTrfahren 

Be L de ^Sclovoltametrie wird das Potential einer stationaren Arbeitselektrode zeitabhfcigig bnear verandert. Ausge- 
hend von elnern Potential bei dem keine Elektrooxidation oder -reduktion stattfindet, wird das J£«£*^™ 
dert bis die thermostabile, photoinduzierbar redoxaktive Substanz ox.diert oder reduziert wird (also Strom W J teh 
Sch laufen des Oxidations- bzw. Reduktionsvorgangs, der in der Strom/Spannungskurve emen ^* 
cZ dann einen Maximalstrom (Peak) und schlieBlieh einen allmahlich abfallenden Strom erzeugt wird dm Richtung 
StSvoTscm 

^nfaTtrmS Detektionsmethode, die Amperometrie, wird dadurch ermoglicht, 

photoinduzierbar redoxaktive Einheit durch Anlegen eines geeigneten konstant g ehaltenen E 

elektrooxidiert (elektroreduzierf) werden kann, die Rereduktion (Reoxidation) der thermostabilen, photoinduzierbar re 
S£ I Einheit in den ursprungnchen Zustand aber nicht wie in der C^^^.^^S£^S 
denpotentials erfolgt, sondem durch ein der Targetlosung zugesetztes geexgnetes R ^ ons ^ o ( P™™S 
der "redoxaktiven Substanz", wodurch der Stromkreis des Gesamtsystems geschlossen wird. bolange solches Redukti 
SLSS^ddSonsmitlel) vorhanden ist bzw. solange das verbrauchte Reduktionsmitte^^ 
gendektrode rereduziert (reoxidiert) wird, flieBt Strom, der amperometrisch detektiert werden kann und der proportional 

^S^^riT^i^u^ redoxaktiven Einheit wird erst durch 
betebiger Wellenlange ausgelost. Diese Eigenschaft wird dadurch ausgenutz t dass d,e ; ^ochemr Detetaione^ 
durch Einstrahlen von Licht auf das Oberflachenhybrid der allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ds-obgo-Spacer-Einhe t 
(Obiflthethybrid mit hybridisiertem Target) ausgelost wird und maximal solange aufrechterhalten 
einstrahlung andauert. Insbesondere bei der amperometrischen Detektion fll eBt sonut unter bestimmten auBeren Umstan 
den erst dann (langeranhaltend) Strom, wenn Licht auf das Oberfachenhybrid eingestrahlt wird. 

SolcLr B e e Umstande sind z. B. die Gegenwart eines geeigneten Reduktionsmittels (bzw Oxida ^nsmittek) urn 
einen durch Photoinduktion gebildeten, oxidierten Donor D* (bzw. reduzierten Akzeptor A ) der thermostabilen pho- 
SuzSar redoxaktiven Einheit zu reduzieren (bzw. zu reduzieren) und das Anhegen eines « 
trode, bei dem zwar ein durch Photoinduktion gebildeter reduzierter Akzeptor A (brw oxid erter Donor D ) der the r 
mostabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit, nicht jedoch der nicht reduziene Akzeptor A (bzw de : nicht oxi 
Serte DonorD) oxidiert (bzw. reduzien) werden kann. Somit kann die Detektion Jerwendung ^n^ Mite 
nhotoinduzierbar redoxaktiven Einheit auf ein bestimmtes Test-Site oder eine bestimmte Test-Site-Gruppe des Utigo 
KSSSS Jeschrankt werden, indem das Licht auf dieses Test-Site oder auf diese Test-Site-Gruppe begrenzt 
w^Trd Es k6nriM also verschiedene Test-Sites (Nukleinsaure-Oligomer-Kombinationen) eines OUgomer-Chips auf erne 
remeinsame durchgangige, elektrisch leitende Oberflache aufgebracht werden. Em bestimmtes Test-Site oder eme be 
ftimmteTes7-Site-Gruppekann einfach durch Anlegen eines geeigneten auBeren Potentials an die (gesamte) Oberflache 
bemchtetns^ahlung auf genau dieses Test-Site oder diese Test-Site Gruppe adressiert und amperometrisch detektiert 
werdtrDfe verschif denen Test-Sites miissen also nicht auf einzelnen, elektrisch voneinander isolierten und zum Anle- 
gen eines Potentials und Auslesen des Stroms einzeln ansteuerbaren (Mikro-) Elektroden aufgebracht werden. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen 
• Die Erfindung soli nachfolgend anhand von Ausfuhrungsbeispielen im Zusammenhang mit den Zeichnungen naher er- 
mU FigTs r chTmatischeDarstellung der Detektion von Nukleinsaure-Oligomer-Hybridisierungsereignissen mittels ampe- 
^zllm^ 

Hybrids Elek-Spacer-ssoligo-Spacer-MQ(RC); hv: Einstrahlung von Licht, P: pnmarer Donor des RC MQ. Menachi 
no y n-5u ietoon Akzeptor inder 0,-Protein-Bindungstasche des RC Red/Ox: ^^^X^ZTJZ 
freien der Tareetlosung zugesetzten redoxaktiven Substanz, z. B. cyt c 2 2+ , Natnumascorbat oder Fe(CN^ 6 , die die oxi 
SI K den ursp^nglich neutralen Zustand P rereduzieren konnen, Eo<: Potential der Elektrode, bei dem MQ 
duTch HeTtronabgabe a/die Elektode zu MQ oxidiert wird, "hv an": Beginn der Lichtemstrahlung, "hv aus : Ende der 
Lichteinstrahlung. 

Wege zur Ausfiihrung der Erfindung 

Eine Bildungseinheit einer exemplarischen Test-Site mit hybridisiertem Target, A F \ S ™^ 
MOfRO der alleemeinen Struktur Elek-Spacer-ds-oligo-Spacer-Einheit ist schematisch in Fig. 2 dargestellt Unter Bit 
SeTnheU SSeinste sich wiederholende Einheit einer Test-Site verstanden. Die Elektromarkierung im Beispiel 
der IS 2 ist das Reaktionszentrum (RC) der Photosynthese betreibenden Bakterien Cloroftexus.aurant.acus, em thermo- 
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stabiles, photoinduzie^^^doxaktives Protein bestehend aus Apoprotein und C^^ftren. Das Reaktionszentrum aus 
Chloroflexus aurantiacwBKnn durch einfache Manipulation von den beiden MeruMinon- Cofaktoren in der Qa- bzw. 
Q B -Bindungstasche befreit werden (Gunner et al. f Journal of Physical Chemistry, 1986, Vol. 90, S. 3783-3795), so dass 
man Menachinon getrennt vom restlichen RC (Apoprotein einschlieBlich aller Cofaktoren auBer Menachinon in der Qa- 
bzw. Q B -Bindungstasche) erhalt. Das RC ist iiber seinen Cofaktor Menachinon-50 (MQ) in der sogenannten QA-Bin- 
dungstasche des RCs kovalent mit dem Oligonukleotid verbunden, wobei zuerst freies MQ mit einer reaktiven Carbon- 
sauregruppe versehen wird, dann freies MQ iiber diese Carbons aure-Gruppe kovalent an das Sonden-Oligonukleotid an- 
gebunden wird und schlieBlich das restliche RC (Apoprotein mit alien Cofaktoren auBer MQ) an MQ rekonstituiert wird. 

Das Sonden-Oligonukleotid ist in der Nahe der beiden Endeh jeweils iiber einen (beliebigen) Spacer mit (gleichen 
oder verschiedenen) reaktiven Gruppen versehen. Das so modifizierte Sonden-Oligonukleotid wird in Gegenwart eines 
monofunktionaien Linkers gemeinsarn mit dem monofunktionaien Linker kovalent an die Elektrode angebunden, wobei 
darauf geachtet wird, dass geniigend monofunktionaler Linker geeigneter Kettenlange zugesetzt wird, um zwischen den 
einzelnen Sonden-Oligonukleotiden geniigend Freiraum fur eine Hybridisierung mit dem Target-Oligonukleotid und fur 
die Anbindung der redoxaktiven Einheit zur Verfiigung zu stellen. Danach wird an die freie, spacerverbriickte, reaktive 
Gruppe des Sonden-Otigonukleotids MQ, das vorher mit einer passenden reaktiven Kopplungsgruppe versehen wurde,. 
angebunden. Im letzten Schritt dieser Reaktionssequenz wird dann das restliche RC (Apoprotein mit alien Cofaktoren 
auBer MQ) an MQ rekonstituiert. 

Die elektrische Kornmunikation zwischen der leitfahigen Oberflache und der iiber ein Einzelstrang-Oligonukleotid 
verbriickten thermostabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit in der allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ss-oligo- 
Spacer-Einheit ist schwach oder gar nicht vorhanden. Durch Behandlung der Test-Site(s) mit einer zu untersuchenden 
Oligonukleotid-Losung, kommt es, im Falle der Hybridisierung zwischen Sonde und Target, zu einer verstarkten Leitfa- 
higkeit zwischen der Oberflache und der iiber ein Doppelstrang-Oligonukleotid verbriickten thermostabilen, photoindu- 
zierbar redoxaktiven Einheit. ■ 

Durch Lichteinstrahlung geeigneter Wellenlange auf das RC wird der fcof aktor P, der sogenannte primare Donor, elek- 
tronisch angeregt und es kommt innerhalb der Cofaktoren des RCs zur photoinduzierten Ladungstrennung, wobei ein 
Elektron vom angeregten primaren Donor P* auf das MQ in der QA-Bindungstasche iibertragen wird. Liegt an der Elek- 
trode ein geeignetes Potential an, um vom reduzierten Menachinon (MQ") ein Elektron auf die Elektrode zu iibertragen, 
kommt es im Falle des nicht mit Target-Oligonukleotid hybridisierten Sonden-Oligonukleotids trotzdem zu keinem 
StromfluB, da die Leitfahigkeit des ss-Oligonukleotids in Au-S(CH2) 2 -ss-oligo-Spacer-MQ(RC) sehr gering oder uber- 
haupt nicht vorhanden ist. Im hybridisierten Zustand (Au-S(CH 2 ) 2 -ds-ohgo-Spacer-MQ(RC)) jedoch ist die Leitfahig- 
keit hoch, ein Elektron kann von MQ" zur Elektrode iibertragen werden (unter Bildung von MQ) und bei Anwesenheit ei- 
ner geeigneten redoxaktiven Substanz, die P*" zu P reduziert, wird der Stromkreis geschlossen und weitere Lichtabsorp- 
tion durch das RC startet den Zyklus emeut. Dies auBert sich amperometrisch in einem deutlichen StromfluB zwischen 
Elektrode und photoinduzierbar redoxaktiver Einheit (Fig. 2). Damit ist es moglich, die sequenzspezifische Hybridisie- 
rung des Targets mit den Sonden-Oligonukleotiden durch Amperometrie lichtinduziert zu detektieren. 

Da die Redoxaktivitat der thermostabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit - auch bei passendem Elektroden- 
potential - erst durch Lichteinstrahlung geeigneter Wellenlange ausgelost und maximal solange aufrechterhalten wird, 
wie die Lichteinstrahlung andauert, kann ein bestimmtes Test-Site oder eine bestimmte Test-Site- Gruppe eines 0}igo- 
mer-Chips raumlich aufgelost \verden, indem das Licht auf dieses Test-Site oder auf diese Test- Site-Gruppe begrenzt 
wird. Dies birgt den Vorteil, dass die verschiedenen Test-Sites (Nukleinsaure-Oligomer-Kombinationen) eines Oligo- 
mer-Chips auf eine gemeinsame, durchgangige, elektrisch leitende Oberflache aufgebracht werden konnen und ein be- 
stimmtes Test-Site oder eine bestimmte Test-Site-Gruppen einfach durch Anlegen eines geeigneten auBeren Potentials an 
die (gesamte) Oberflache bei Lichteinstrahlung nur auf genau dieses Test-Site oder diese Test-Site Gruppe adressiert und 
amperometrisch detektiert werden kann. Die verschiedenen Test-Sites miissen also nicht auf einzelnen, elektrisch von- 
einander isolierten und zum Anlegen eines Potentials und Auslesen des Stroms einzeln ansteuerbaren (Mikro-) Elektro- 
den aufgebracht werden. 

Daneben konnen fehierhafte Basenpaarungen (Basenpaar Mismatches) durch eine geanderte cyclovoltammetrische 
Charakteristik erkannt werden. Ein Mismatch auBert sich in einem groBeren Potentialabstand zwischen den Stromma- 
xima der Elektroreduktiori und der Elektroreoxidation (Umkehrung der Elektroreduktion bei umgekehrter Potential vor- 
schubrichtung) bzw. der Eiektrooxidation und Elektrorereduktion in einem cyclovoltammetrisch reversiblen Elektronen- 
Transfer zwischen der elektrisch leitenden Oberflache und der thermostabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit. 
Dieser Umstand wirkt sich vbr allern in der arnperometrischen Detektion giinstig aus, da dort der Strom bei einem Po- 
tential getestet werden kann, bei dem zwar das perfekt hybridisierende Oligonukleotid-Target signifikant Strom liefert, 
nicht aber das fehlerhaft gepaarte Oligonukleotid-Target. 

Beispiel 1 

Darstellung eines Menachinon-Derivats mit reaktiver Carbonsauregruppe . 

lg Menachinon-4 (Vitaniin K2, 2-Methyl-3-(teua-isoprenyl)-l,4-naphtochinon, Sigma- Aldrich) wird in 250 ml 
THF/100 ml H 2 0 gelost. Danach wird unter Inertgasatmosphare 2.4 g N-Brom-Hydroxysuccinimid (NBS) zugegeben, 
und das Reaktionsgemisch unter Inertgasatmosphare bei 0°C 1.30 h unter Ruhren inkubiert Das Reaktionsgemisch wird 
anschlieBend mit Essigsaureethylester ausgeschiittelt, mehrmals mit Wasser gewaschen, die organische Phase iiber 
Na 2 S0 4 getrocknet Und der Essigsaureethylester bei reduziertem Druck am Rotations verdampfer ehtfernt und mit Kie- 
selgel-DC-Platten (Laufmittel Hexan: Essigsaureethylester, 3 : 1) gereinigt. Das Produkt (Addition von HOBr an die o> 
Doppelbindung der Tetra-isoprenyl-Seitenkette, Rf ca. 0.4) wird in Toluol: Methanol: Hexan (1:3: 1) gelost, bei 0°C 
unter Inertgas mit 600 mg K 2 C0 3 , 50 mg pyro-Gallol und ca. 10 mg Ascorbat versetzt und unter langsamer Erwarmung 
auf Raumtemperatur 2 h unter Ruhren inkubiert. Das Folgeprodukt (Epoxid-Bildung aus dem HOBr-Additionsprodukt 
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an die CO-Doppelbindung der '^^rsoprenyl-Seitenkette) wird, wic oben erwahnt uber Ai^Hptteln und Kieselgel-DC 
(Rf ca. 0.3) isoiiert, gereinigt und anschlieBend vom Epoxid zum Diol umgesetzt (Losen in^rfp und bei 0°C unter Inert- 
gas 4 ml H 2 S0 4 : THF (1 : 9) und ca. 5 mg Ascorbat zugegeben und 2 h ruhren). Das Diol wird, wie oben beschrieben, 
isoiiert und gereinigt (Rf ca. 0.15). AnschlieBend wird das Diol mit 2M H 2 S0 4 zum Aldehyd und mit Cr(VI)-Oxid 
schlieBlich zur Carbons aure oxidiert (Standardverfahren). 



Beispiel 2 

Isolierung von Reaktionszentren aus Chloroflexus aurantiacus 

Zur Isolierung der Reaktionszentren werden Zellen von Chloroflexus aurantiacus, Stamm J-10-fl, verwendet. Die 
Bakterien werden mitTris-Puffer (10 mM Tris, pH = 9, 1 ml/g) suspendiert und im Potter homogenisiert. Nach Zusatz ei- 
ner Spatelspitze DNAse werden die Zellen im Sonifier (Sonifier W-450, duty cycle 70%, output control 7) aufgeschlos- 
sen. Nicht aufgeschlossene Zellen werden pelletiert (Zentrifugation bei 10500 g fur 30 min), der verbleibende Uberstand 
15 wird anschlieBend bei 200000 g zentrifugiert. Das abzentrifugierte Pellet dieser Ultrazentrifugation enthalt die Chroma- 
tophore (RCs in Membranen). Das Pellet wird in Tris-Puffer (10 mM), pH = 9 resuspendiert (bis zu einer optischen 
Dichte der Suspension von OD 12-14/cm bei 865 nm), mit 0.7% LDAO versetzt und fur 1 h bei 4°C geruhrt. Anschlie- 
Bend werden die aufgeschlossenen RCs durch Ultrazentrifugation abgetrennt (1 h bei 200000 g). Der Uberstand enthalt 
neben den RCs auch freies Bakteriochlorophyll a und c und Carotinoid, farbloses Protein, Cytochrorn c 544 und andere 
20 niedermolekulare Verbindungen. Zur Aufreinigung wird der Uberstand auf eine DEAE-Sephacel-Saule (Pharmacia, 300 
x 26 mm) gegeben, die mit 10 mM Tris, pH = 9 equilibriert wurde. Die Saule wird mit 10 mM Tris, pH = 9, 0.3% LDAO 
gewaschen bis das Eluat farblos ist. AnschlieBend wird mit 10 mM Tris, pH = 9, unter Zusatz von 0.1% LDAO und 
30 mM NaCl gewaschen. Die vorgereinigten RCs werden schlieBlich mit 10 mM Tris, pH = 9 unter Zusatz von 0.1% 
LDAO und 60 mM NaCl eluiert, auf das 3 fache mit 10 mM Tris, pH = 9, 0.1% LDAO verdunnt und die chromatogra- 
25 phische Reinigung auf einer kleineren DEAE-Sephacel-Saule (Pharmacia, 100 X 16 mm) wiederholt. Vergleiche auch 
Aebersold, R. H. et al. 1986, J. Biol. Chem., Vol. 261, 4229-4238 und Shiozawa, J. A. et al. 1987, Biochemistry, Vol. 26, 
8354-8359. 

Beispiel 3 

30 

Entfernen der Chinon-Cofaktoren aus den isolierten Reaktionszentren aus Chloroflexus aurantiacus 

Zur Entfernung der Chinon-Cofaktoren aus den isolierten Reaktionszentren (RCs) werden die RCs in TL-Puffer 
(10 mMM Tris, 0. 1 % LDAO, pH = 8) auf eine mit TL-Puffer equilibrierte DEAE-Cellulose Saule gegeben, mit einer auf 
35 30°C temperierten Losung aus 4 Vol.% LDAO (Lauryldimethyl-N-oxid), 10 mM Phenanthrolin, 1 mM Dithiothreit in 
TL-Puffer gespult (40 ml Losung pro mmol RC) und anschlieBend die chinonbefreiten RCs mit TL-Puffer, der mit 
300 mM NaCl versetzt ist, von der Saule gewaschen. Vergleiche auch Gunner, M: R. et al, 1 986, Journal of Physical Che- 
mistry, Vol. 90, S. 3783-3795. 

40 Beispiel 4 

Herstellung der Oligonukleotid Elektrode Au-S(CH 2 )2- ss -°lig 0 -Spacer-UQ(RC) 

Die Herstellung von Au-S(CH2) 2 -ss-oligo-Spacer-UQ(RC) gliedert sich in 4 Teilabschnitte, namlich der Darstellung 

45 der leitfahigen Oberflache, der Derivatisierung der Oberflache mit dem Sonden-Oligonukleotid in Gegenwart eines ge- 
eigneten monofunktionalen Linkers (Inkubationsschritt), der kovalenten Anbindung des modifizierten Ubichinons (Re- 
doxschritt) und der Rekonstitution des restiichen RCs (Rekonstitutionsschritt). 

Das Tragermaterial fur die kovalente Anbindung der Doppelstrang-Oligonukleotide bildet ein ca. 100 nm diinner 
Gold-Film auf Mica (Muskovit Plattchen). Dazu wurde in einer elektrischen Entladungskammer frisch gespaltenes Mica 

50 mit einern Argonlonenplasma gereinigt und durch elektrische Entladung Gold (99.99%) in einer Schichtdicke von ca. 
100 nm aufgebracht. AnschlieBend wurde der Gold-Film mit 30% H 2 O2/70% H 2 S0 4 von Oberflachenverunreinigungen 
befreit (Oxidation organischer Ablagerungen) und fur ca. 20 Minuten in Ethanol getaucht, um an der Oberflache adsor- 
bierten Sauerstoff zu verdrangen. Nach Abspiilen der Oberflache mit bidestilliertem Wasser wird auf die horizontal ge- 
lagerte Oberflache eine vorher bereitete 1 x 10 4 molare Losung des (modifizierten) Doppelstrang-Oligonukleotids aufge- 

55 tragen, so daB die komplette Gold- Oberflache benetzt wird (Inkubationsschritt, siehe auch unten). 

Zur Inkubation wurde ein doppelt modifiziertes 12 Bp Einzelstrang- Oligonukleotid der Sequenz 5'-TAGTCG- 
GAAGCA-3' verwendet, das an der Phosphatgruppe des 3 f Endes mit (HO-(CH2) 2 -S)2 zum P-0-(CH 2 )2-S-S-(CH2)2-OH 
verestert ist. Am 5'-Ende ist die endstandige Base Thymin des Oligonukleotids am C-5 Kohlenstoff mit -CH=CH-CO- 
NH-CH 2 -CH 2 -NH 2 modifiziert. Zu einer 2 x 10 4 molaren Losung dieses Oligonukleotids in HEPES-Puffer (0,1 molar in 

60 Wasser, pH 7.5 mit 0.7 molarem Zusatz von TEATFB, siehe Abkurzungen) wurde ca. 10" 4 bis 10" 1 molar 2-Hydroxy- 
mercaptoethanol gegeben (oder ein anderer Thiol- oder Disulfid-Linker geeigneter Kettenlange) und die Gold-Oberfla- 
che eines Test-Sites komplett benetzt und 2-24 h inkubiert. Wahrend dieser Reaktionszeit wird der Disulfidspacer P-O- 
(CH 2 ) 2 -S-S-(CH 2 )2-OH des Oligonukleotids homolytisch gespalten. Dabei bildet der Spacer mit Au-Atomen der Ober- 
flache eine kovalente Au-S Bindung aus, wodurch es zu einer 1 : 1 Koadsorption des ss-Oligonukleotids und des abge- 

65 spaltenen 2-Hydroxy-mercaptoethanols kommt. Das in der Inkubationslosung gleichzeitig anwesende, freie 2-Hydroxy- 
mercaptoethanol wird ebenfalls durch Ausbildung einer Au-S Bindung koadsorbiert (Inkubationsschritt). 

Die so mit einer Monolayer aus ss-Oligonukleotid und 2-Hydroxy-mercaptoethanol modifizierte Goldelektrode wurde 
mit bidestilliertem Wasser gewaschen und anschlieBend mit einer Losung von 3 x 10~ 3 molarem Chinon aus Beispiel 1, 
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10" 2 molarem EDC un^fckmolarem sulfo-NHS in HEPES-Puffer (0,1 molar (in pH = 7.5), benetzt. Nach einer 

Reaktionszeit von ca.J^Jrbilden der -CH=CH-CO-NH-CH 2 -CH 2 -NH 2 Spacer unwas modifizierte Chinonn eine ko- 
valente Bindung-aus (Amidbildung zwischen der Aminogruppe des Spacers und der Saurefunktion des modifizierten 
UQ-50, Redoxschritt). 

AnschlieBend wurde die so modifizierte Goldelektrode mit bidestilliertem Wasser gewaschen und mit einer Losung 5 
von ca. 5 x 1(T 5 molarem Ubichinon-50-freien RCs in 10 mM Tris, pH = 8, mit 0.7 molarem Zusatz von TEATFB bei ca. 
4°C fur ca. 12 h inkubiert, um das restliche RC an das Oligonukleotid-gebundene modifizierte UQ-50 zu rekonstituieren 
(Rekonstitutionsschritt) . 

Beispiel 5 .10 

Vergleich der thermischen Stabilitat von Reaktionszentren aus Rhodobacter sphaeroides, Chromatium tepidum und 

Chloroflexus aurantiacus 

Die thermische Stabilitat von Reaktionszentren aus Chromatium tepidum, Chloroflexus aurantiacus und Rhodobacter 15 
sphaeroides wurde absorptions spektroskopisch untersucht. Dazu wurden die isolierten RCs aus den verschiedenen Bak- 
terien in TL-Puffer (20 mM Tris, 0.1% LDAO, pH = 8 fur Rhodobacter sphaeroides bzw. pH = 8.5 fur Chromatium te- 
pidum und Chloroflexus aurantiacus) gelost, die optische Dichte der RC-Losungen auf OD = 1/cm bei 865 nm eingestellt 
und in eine temperierbare Kiivette gefiillt. Die 865 nm Bande der RCs ist sensitiv fur die Funktionalitat der RCs,'i. e. bei 
einen Funkuonsverlust durch Denaturierung der RCs verschwindet diese Absorptionsbande zu mehr als 98%. 20 

Die Temperatur wurde iiber einen umwalzbaren externen Thermostat eingestellt und die Absorption bei 865 nm in ei- 
nem PE Lamda 40 Spektralphotometer iiber 2 h (Absorptionsmessungen alle 1 Minute) aufgenommen. Solche tempera- 
turabhangigen Absorptionsmessungen wurden, beginnend bei 20°C, in 2°C-Schritten wiederholt. Die Thermostabilitats- 
Temperatur T T der RCs wird als diejenige Temperatur definiert, bei der die Absorption bei 865 nm zum ersten mal unter 
92% der ursprunglichen Absorption (bei 20°C) gefallen ist. Das Reaktionszentrum Chloroflexus aurantiacus ist bis ca. 25 
60°C stabil (T T = 62°C), dasjenige aus Chromatium tepidum bis ca, 50°C (T T = 48°C). RCs aus Rhodobacter sphaeroides 
besitzen eine thermische Stabilitat bis ca. 40°C (T T = 40°C). Vergleiche auch Nozawa, T; Madigan, M. T.: J. Biochem. 
(1991) 110,588-594. 

Patentanspriiche 30 

1. Durch Anbindung einer thermostabilen, photoinduzierbar redoxaktiven Einheit mpdifiziertes Nukleinsaure-Oli- 
gomer, dadurch gekennzeichnet, dass die thermostabile, photoinduzierbar redoxaktive Einheit bis zu einer Tem- 
peratur von wenigstens 40°C thermisch stabil ist. 

2. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die thermostabile, pho- 35 
toinduzierbar redoxaktive Einheit bis zu einer Temperatur von wenigstens 50°C thermisch stabil ist. 

3. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die thermostabile, pho- 
toinduzierbar redoxaktive Einheit bis zu einer Temperatur von wenigstens 60°C thermisch stabil ist. 

4. Modifiziertes Nukleinsaure-bligomer nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass die thermostabile, photoinduzierbar redoxaktive Einheit ein thermostabiles, photoinduzierbar redpxaktives 40 
Protein oder Enzym ist. 

5. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass die thermostabile, photoinduzierbar redoxaktive Einheit ein thermostabiles photosynthetisches Reaktionszen- 
trum ist. ' 

6. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass das thermostabile photo- 45 
synthetische Reaktionszentrum ein thermostabiles photosynthetisches bakterielles Reaktionszentrum ist. 

I. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass das thermostabile photo- 
synthetische bakterielle Reaktionszentrum ein Reaktionszentrum der Chloroflexaceae ist. 

8. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das Reaktionszentrum 
der Chloroflexaceae ein Reaktionszentrum aus Chloroflexus aurantiacus ist. 

9. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass das thermostabile photo- 
synthetische bakterielle Reaktionszentrum ein Reaktionszentrum def Chromatiaceae ist. 

10. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass das Reaktionszentrum 
der Chromatiaceae ein Reaktionszentrum aus Chromatium tepidum ist. 

II. Verwendung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach einem der vorhergehenden Anspriiche in einem 
Verfahren zur elektrochemischen Detektion von Nukleinsaure-Oligomer-Hybridisierungsereignissen. 
12. Verwendung nach Anspruch 11, wobei die Detektion cyclovoltametrisch, amperometrisch oder durch Leitfa- 
higkeitsmessung erfolgt 

Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 



13 



BEST AVAILABLE COPY 



BEST AVAILABLE COPY 




BEST AVAILABLE COPY 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 Nummer: DE 10049 527 A1 

Int. CI. 7 : C 07 H 21/00 

Offenlegungsl^^ 6. September 2001 



Fig. 2 




1 u u 

a> o cd a> 

o a o o 

co co co co 

a a a a 

CO CO 09 W 

■ » » i — 

^ Elektrode : 

. \ v, \ \ ^ 



hv 

P-MQ — > P*-MQ 

Red^ 

P + -MQ<bJf P + -MQ- 



+ 



o 

'6 
i. 

a> 

E> 

|2 




e"(Elektrode) 





o 


o 






5 


1 


0) 


CO 




</) 









8 

CO 
Q_ 



o o 



CO 
Q_ 



CO 03 
CL Q_ 



CO CO CO CO 

I l J — : 

^Elektrqde $ 
hv 

P-MQ— > P*-MQ 

Red^ 

P + -MQ<^ P + -MQ" 

e'QElektrode) 





Zeit 



Zeit 



101 360/729 



